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RESUMEN EJECUTIVO

En primer lugar, este capitulo introduce histérica-
mente el papel de la Genémica en la investigacién
oncoldgica. Después presenta esquemas razonados sobre
el proceso de definicién de biomarcadores de origen ge-
némico y resume los principales tipos de plataformas
gendémicas con sus ventajas y peculiaridades. Se analizan
la situacién y la disponibilidad actual de biomarcadores
gendmicos en la practica clinica oncolégica. Finalmente,
se identifican los problemas mds frecuentes en la incor-
poracion de este tipo de andlisis genémicos en la rutina
de la actividad clinica y se indican las posibilidades de
desarrollo en este campo.

INTRODUCCION: LA GENOMICA
COMO ORIGEN DE BIOMARCADORES

El cdncer es una enfermedad celular de origen gené-
tico (1). Esta frase, sencilla y simple, tiene un impacto
de enormes dimensiones sobre cualquier tipo de aproxi-
macién, cientifica o clinica, que las ciencias biosanitarias
han de seguir para estudiar el fenémeno oncoldgico (2).
La principal consecuencia de la definicién del cdncer como
enfermedad genética es que, de forma casi excluyente, la
investigacién oncoldgica debe estar basada en herramientas
de andlisis genético.

Si se asume el origen genético del cdncer, ;como se
investiga la relacion gen-enfermedad? El esquema de
investigacién que habitualmente se sigue para caracteri-
zar esta relacién consiste, en esencia, en estudiar un gen
y su efecto en el modelo biolégico estudiado, en deter-
minar las relaciones con otros genes y, por tltimo, en di-
sefiar modificaciones (inhibidores o activadores) de su ex-
presién para regular su efecto en condiciones patoldgicas.
Este sistema ha sido muy util, pero se adivina un tanto
insuficiente si se tiene en cuenta que el nimero de genes
es de unos 30.000, que se traducen en unas 100.000 pro-

tefnas, y que las interacciones gen-gen, proteina-proteina
y gen-proteina, por simple combinatoria, alcanzan nd-
meros casi inimaginables.

En los dltimos afios las herramientas de andlisis ge-
nético han sufrido una revolucién técnica comparable a
la incorporacién del microscopio en los laboratorios.
Han aparecido sistemas de andlisis genémico masivo que
permiten analizar en un solo experimento el estado de
miles de genes. Es decir, ahora estudiar la relacién
gen-enfermedad no se basa en analizar un gen Gnico y sus
efectos, sino en analizar el comportamiento de miles de
genes de forma simultdnea. Estos sistemas, denominados
genéricamente matrices, arrays, microarrays o biochips,
estdn cambiando la forma de plantear problemas y ex-
traer conclusiones de los experimentos, ya que ofrecen
una foto compleja del conjunto del genoma. Este con-
junto de datos sobre expresién génica y relaciones entre
genes tratados de forma sistemdtica mediante herramientas
de andlisis masivo constituye el cuerpo esencial de lo que
se denomina Gendémica.

La Gendémica intenta proporcionar a los investigado-
res en Biologia el equivalente de la tabla periddica de los
elementos, es decir, un inventario de todos los genes que
contribuyen y se coordinan para explicar la existencia y la
funcionalidad de cualquier ser vivo. Este inventario esta-
rd asociado a un sistema de clasificacién que genere blo-
ques o subconjuntos de genes que se comportan de forma
coordinada.

Sin duda, la mayor contribucién de los estudios con
microarrays reside en la taxonomfia de las enfermedades.
Clasificar un determinado tumor con un nombre y ape-
llidos de la forma menos ambigua posible permite ajus-
tar el diagnéstico y el tratamiento casi de forma indivi-
dual, es la base, la piedra angular, de la medicina
individualizada. Sin embargo, como todos sabemos,
realizar una filiacién adecuada de un caso real depende
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de muchas variables: las circunstancias de recogida de la
muestra (hospital, laboratorio), el rigor en la descripcién
inicial de todas las condiciones (anamnesis, datos de la-
boratorio), la disponibilidad de herramientas de diag-
néstico adecuadas y, finalmente, la experiencia del pro-
fesional. Conjugar todos estos elementos tendrfa que tener
como final el desarrollo de una clasificacién de los tu-
mores que fuese universal y efectiva.

Es importante sefialar otra vez la paralogia de la
Gendmica con el descubrimiento y la caracterizacién de
biomarcadores. En primer lugar, se produce el reconoci-
miento de una diferencia morfolégica de una manera re-
producible y sistemdtica. En segundo lugar, se intenta de-
terminar la relacion entre las caracteristicas del tumor (sus
biomarcadores) y las del tejido normal del que se origina.
En tercer lugar, se trata de establecer asociaciones entre la
evolucion del paciente o la respuesta al tratamiento y los
biomarcadores propuestos, de forma que éstos tengan una
utilidad clinico-terapettica. La tecnologia de microarrays
puede usarse para derivar clasificaciones basadas en bio-
marcadores, establecer asociaciones con la linea celular de
origen y ayudar en el prondstico, pero con la ventaja afia-
dida de ser capaz de identificar los genes que determinan
esa clasificacién (3).

En este capitulo se trabajard con el concepto de
biomarcadores, sus diferentes acepciones y las relaciones
que la Genémica puede establecer con todos ellos. En la
Tabla I se recogen los diferentes conceptos de biomarca-
dor y, como ejemplo, la adscripcién y uso de un biomar-
cador genético (la amplificacién del oncogén HER2/NEU)
a la administracion de una terapia individualizada para el
cancer de mama.

El efecto que estd teniendo la implantacién de la
Gendmica en el medio ambiente clinico estd acelerando
el proceso del descubrimiento de nuevos biomarcadores
diagndsticos, pero estd incrementando de forma expo-
nencial las dificultades para que esos biomarcardores ad-
quieran valor prondstico o predictivo. Estas dificultades

tienen su origen en la complejidad del andlisis genémico
(sobre la que se hablard en otra seccién de este capitulo).

OBJETIVOS

1. Introducir histéricamente la aplicacién de la
Gendémica a la medicina invidualizada.

2. Describir de forma prictica las plataformas bdsicas
de andlisis genémico: funcionamiento como gene-
radores de biomarcadores y sus limitaciones.

3. Identificar las barreras para la implantacién de bio-
marcadores de origen genémico en la practica cli-
nica: innovacién constante en alcance y resolucion,
ausencia de validacién adecuada y dificultades de
andlisis y mantenimiento de datos genéticos.

4. Indicar las perspectivas a corto y largo plazo.

TECNOLOGIA GENOMICA: ORIGEN,
TIPOS Y UTILIDADES

Microarrays de expresion génica

Los ensayos de hibridacién en microarrays, descritos a
finales de los afios 80, se basan en la disposicién de ma-
terial genético sobre un sustrato (pldstico, cristal, mem-
branas) en posiciones conocidas. En la actualidad existen
en el mercado cientifico herramientas de andlisis gend-
mico (matrices o microarrays) disefiadas a partir de dcidos
nucleicos en forma de ADNc¢ (ADN monocatenario y
complementario al ARN mensajero que contiene la se-
cuencia codificante de un gen), secuencias cortas de nu-
cleétidos (oligonucleétidos) o ADN de doble cadena.

En todos los casos, cada material genético que se co-
loca en el array estd referido a una regién del genoma cuya
situacion y caracteristicas son conocidas o predichas con
cierta verosimilitud. Es decir, cada uno de los puntos del
microarray puede representar un gen y la informacién que
genera se refiere al estatus de ese gen en la muestra ana-
lizada. Los microarrays mds extendidos y utilizados son los
dos primeros tipos (ADNCc y oligos), que se emplean casi

Tabla I. Esquema general del concepto de biomarcador aplicado a una alteracion genética

Concepto Descripcion

Ejemplo

Biomarcador diagnéstico

Define la presencia y el tipo de enfermedad

Amplificacién del gen HER2/NEU

con la mdxima discriminacién posible

Biomarcador prondstico

en ausencia de terapia

Se asocia con la evolucién clinica

Biomarcador de prondstico negativo

Biomarcador predictivo

pauta terapeutica

Se asocia con la respuesta a una determinada

Biomarcador de prediccién positivo

Terapia individualizada

por todos los tipos de biomarcadores

Se emplea la informacién proporcionada

Existe una terapia individualizada

para la paciente: trastuzumab

para elegir la opcién mds adecuada

para el paciente en las condiciones

de presentacién
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exclusivamente en estudios sobre andlisis masivo o global
de la expresién genética de organismos.

El material obtenido de la muestra problema, conve-
nientemente tratado y marcado con una molécula que
permite su identificacién o lectura (fluorescencia), se pone
en contacto con el array, hibridando en aquellas posicio-
nes en que se complemente con las sondas. El patrén de
hibridacién es revelado mediante un escdner basado en
microscopia confocal y la imagen resultante se convierte
a valores numéricos, que constituyen los resultados del
ensayo. En el ejemplo mds frecuente de los microarrays de
expresion, este sistema permite la cuantificacién de ex-
presién génica diferencial. El nivel de expresién de un
gen se refleja en el nimero de copias de ARNm presen-
tes en la muestra problema y, por tanto, es proporcional
al nivel de sefial detectado.

Una de las ventajas significativas es que, debido a la
miniaturizacién del sistema, la alta concentracién del ma-
terial permite identificar muestras presentes en un bajo
nimero de copias. Ademds, las técnicas de revelado por
fluorescencia ofrecen una elevada relacién sefial-ruido,
incluso en casos de transcritos poco abundantes.

El alto grado de integracion del array permite, en un
solo ensayo, obtener multitud de valores de expresion gé-
nica relativa para distintas condiciones bioldgicas, lo que
convierte a esta técnica en una herramienta de alto ren-
dimiento en el drea de la Genémica Funcional. El gran
volumen de datos generados debe tratarse con herra-
mientas y métodos bioinformdticos.

Microarrays de ADN genémico

Aunque la aplicacién més conocida de los biochips de
ADN es la determinacién de perfiles de transcripcion,
el formato microarray también se ha utilizado de manera
eficaz al menos en otros dos tipos de experimentos:
los microarrays disefiados para la deteccién masiva y si-
multdnea en una muestra problema de cientos de miles
de polimorfismos de un dnico nucleétido (single nucleotide
polymorphisms {SNPY); y los microarrays de ADN gendmi-
co disefiados para el estudio de las alteraciones en el na-
mero de copias de ADN (copy number variations [CNVY)
presentes en la muestra de estudio.

Los microarrays de ADN genémico disefiados para de-
tectar CNV han surgido como la evolucién en clave ge-
némica de la técnica conocida como hibridacién gend-
mica comparada (comparative genomic hybridization {CGHY),
desarrollada en 1992 (4). La técnica de CGH se ha apli-
cado extensamente durante los tltimos aflos a los mds di-
versos tipos de neoplasias, en cuya bisqueda de regiones
cromos6micas ha mostrado su gran utilidad. La CGH estd
basada en la hibridacién sobre cromosomas y, por lo tan-
to, tiene una capacidad de resolucién limitada, por lo que
no se detectan los cambios que impliquen segmentos in-
feriores a 7-10 megabases. Segmentos de ese tamafio pue-
den contener decenas de genes cuyo comportamiento se

escapa al andlisis. Esta limitacion se ha salvado median-
te la introduccién de los microarrays como plataforma para
hibridar las muestras problema.

Esta aproximacion se denomina array de CGH o CGH
array. La hibridacién se realiza sobre segmentos de ADN
de menor tamafio clonados en forma de: 1) cromosomas
artificiales bacterianos o plasmidicos (BAC o PAC, res-
pectivamente) (5-7); 2) ADNc correspondientes a genes
de interés (como si fueran microarrays de expresién) (8);
o0 3) oligonucleétidos de unos 60 pares de bases sinteti-
zados de forma exclusiva para su inclusién en el microar-
ray y que pueden contener variantes tipo SNP (9, 10).
Estos segmentos de ADN son secuencias genémicas co-
nocidas cuya localizacién en el genoma es conocida y cuyo
contenido génico es mds o menos conocido. En esta nue-
va situacion el nivel de resolucién pasa, por tanto, de me-
gabases (cromosomas) a kilobases (oligonucleétidos).
La técnica se alimenta de la gran cantidad de datos apor-
tados por el Proyecto Genoma Humano sobre la ubica-
cién, la secuencia y el contenido de genes de estos frag-
mentos de ADN, que son, en buena medida, conocidos.

Los microarrays disefiados para el genotipado masivo de
SNP han sido los tltimos en aparecer en el campo de la
Gendmica Aplicada, pero su desarrollo parece imparable.
Estos microarrays estin disefiados para detectar la presen-
cia o0 ausencia de un determinado SNP en una muestra pro-
blema. Por lo tanto, permiten conocer simultdneamente
la secuencia de cientos de miles (con frecuencia, més de un
millén) de variantes génicas presentes en la muestra.

Esta tecnologia se denomina array de SNP o SNP
array. Ofrece una gran ventaja respecto a las pruebas ge-
néticas empleadas hasta ahora para determinar el geno-
tipo de una serie de marcadores: es una prueba global,
que no selecciona previamente los genes que se estudian,
sino que realiza un escaneo general del genoma en bus-
ca de genotipos de interés. Supone el paso de la Farma-
cogenética a la Farmacogendmica (11). Ademds, estos ti-
pos de arrays pueden emplearse (aunque con algo menos
de eficacia) para detectar CNV en una muestra, por lo
que también pueden considerarse #rrays de CGH. En la
Tabla II se presentan las caracteristicas generales y
la comparacién de los tipos de microarrays descritos.

LOS MICROARRAYS Y LA GENOMICA
COMO GENERADORES
DE BIOMARCADORES TUMORALES

Esquema general de la generacion
de biomarcadores

La generacién de un biomarcador, ya sea de tipo diag-
néstico, prondstico o predictivo, y su traslado a la prdc-
tica clinica es un proceso secuencial compuesto de, al me-
nos, cuatro etapas que incluyen e implican a investigadores
(bésicos y aplicados/clinicos), reguladores y agentes de
empresas de Biotecnologfa.
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Tabla II. Resumen de las caracteristicas de los tres tipos de plataformas genémicas

Tipo de array  Muestra  Objetivo Ventajas Desventajas
Expresion ARN Detecta el perfil de expresion 1. Representa una foto global 1. Es muy dependiente
de todos los genes incluidos de la actividad de la célula de las condiciones de recogida
en el array 2. Permite obtener firmas de las muestras
moleculares del tumor 2. Es muy dependiente
de la validacién por otras técnicas
3. No detecta polimorfismos
germinales ni su posible efecto
CGH ADN Detecta ganancias y pérdidas 1. Explica el fenotipo en funcién 1. Las variaciones genéticas
de las regiones del genoma de deleciones y amplificaciones del nimero de copias pueden
2. Es independiente no tener una repercusion clara
de las condiciones del material en el fenotipo: la regulacion
biolégico de la expresion estd en un nivel
3. No es muy dependiente superior. Es decir, se pueden
de desarrollos de software tener ganancias o pérdidas
4. Se puede trasladar a la préctica sin efecto patolégico
clinica con facilidad 2. No detecta las regiones
5. Detecta polimorfismos con pérdidas de heterocigosidad
genéticos germinales si no van acompafiadas
6. Su validacién es muy accesible de una delecion
SNP ADN Detecta el genotipo (secuencia) 1. Se puede explicar el fenotipo 1. Los cambios detectados pueden

de los marcadores polimérficos

incluidos en el array

en base
2. Es independiente
de las condiciones del material
biolégico
3. Detecta las regiones
con pérdidas
de heterocigosidad
4. Detecta ganancias y pérdidas

de las regiones del genoma

Tabla III. Esquema general del desarrollo de biomarcadores tumorales

ser neutrales en términos
de expresion. Es decir, se pueden
tener ganancias o pérdidas
sin efecto patoldgico

2. Es poco sensible a los cambios
en nimero de copias

3. Depende del desarrollo

de software para su interpretacién

Etapa Actividad Quién la realiza

Fase 0 Desarrollo de la tecnologia previa y de los reactivos Investigadores bédsicos y empresas de Biotecnologfa
Fase 1 Desarrollo del ensayo dirigido a los biomarcadores seleccionados  Investigadores aplicados/clinicos

Fase 2 Evaluacién inicial de la prevalencia y del uso clinico Investigadores aplicados/clinicos

Fase 3 Confirmacién prospectiva en una serie independiente Investigadores aplicados/clinicos

Fase 4 Desarrollo comercial Empresas de Biotecnologfa

En general, el proceso (que se articula segtin muestra la
Tabla III) se puede aplicar a cualquier tipo de biomarca-
dor generado por técnicas analiticas o por técnicas genéti-
cas o genémicas. En esta seccién se va a describir el proce-
so basado en técnicas genémicas, dado que los biomarcadores
basados en otro tipo de técnicas analiticas (bioquimica esen-
cialmente) no requieren un tratamiento de los datos tan
complejo y tan falto de desarrollo e implementacién.

Medical Economics

Los microarrays de expresion
su empleo para buscar

%iomarcadores diagnésticos

En general, como se ha comentado anteriormente, el
andlisis de los patrones de expresién tiene una inciden-
cia directa en el diagnéstico molecular de los tumores.
Cuanto mayor sea nuestra capacidad para clasificar un tu-
mor determinado de forma no ambigua, la informacién
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acumulada referente a la biologia de ese cdncer (capaci-
dad de metdstasis, resistencia al tratamiento, etc.) serd
mds precisa y, en definitiva, mayores serdn las posibili-
dades de éxito en la curacién del paciente.

El efecto clinico de los microarrays de expresién, aun-
que esté pendiente de validaciones a gran escala en gru-
pos de pacientes homogéneos, estd basado en dos evi-
dencias que ya aparecen documentadas en la literatura.
Por un lado, los tumores presentan patrones de expresion
directamente relacionados con la linea celular de la que
proceden y con caracteristicas clonales especificas de los
pacientes. Por otro lado, los patrones de expresién ayu-
dan a establecer diferencias en la biologfa y en el pro-
néstico de los tumores mds alld de las aproximaciones
empleadas hasta la fecha.

Mediante el microscopio de luz transmitida, los tu-
mores presentan un aspecto que recuerda a la célula nor-
mal en la que se origina, pero en la que se hubiera dete-
nido el proceso de diferenciacién celular. El resultado de
esa similitud es que la taxonomfa del cdncer se basa en los
distintos tipos histolégicos normales en los que se origi-
na. Al aplicar los estudios mediante arrays de expresion a
diferentes tipos de tumores, lo primero que se observa es
que los perfiles de expresion se correlacionan bastante bien
con los fenotipos histolégicos de los tumores. Como ejem-
plo, esta relacién se ha comprobado y se acerca mucho a
una clasificacién basada en el linaje celular (12, 13).

Otros autores también han encontrado diferencias en
tumores de origen epitelial. Por ejemplo, tumores de mama
primarios se agrupan en diferentes patrones de expresién
que reflejan el estado de expresién de receptores hormo-
nales y, de alguna manera, los encontrados en lineas ce-
lulares derivadas de dos linajes diferentes del tejido ma-
mario (células basales y células luminales) (14, 15).

Es muy interesante comprobar que, al margen del tipo
celular estudiado o del tipo de andlisis, en cualquier array
la proporcién de genes que aparece diferencialmente ex-
presada entre el tcumor y el tejido normal de origen es de,
aproximadamente, s6lo un 5%. Las relaciones que pue-
den definirse mediante patrones de expresién también
pueden contribuir a aumentar el conocimiento de la pro-
gresién tumoral. Lesiones precancerosas como las encon-
tradas en adenomas de colon pueden separarse mediante
patrones de expresion del tejido normal y del carcinoma.
Sin embargo, esos patrones de expresién génica del ade-
noma presentan un mayor grado de similitud con los car-
cinomas que con el tejido normal. En general, estos estu-
dios demuestran que el linaje celular es un elemento
determinante del patrén de expresién de un tumor.

Otros datos que apoyan el relevante papel del li-
naje celular provienen de observaciones entre tejidos
pareados. Estudios comparativos entre tumores y me-
tdstasis o entre momentos terapéuticos distintos que
proceden del mismo paciente presentan unos patrones
de expresién mds similares entre s{ que cuando se com-

para el mismo tipo de muestra (tumores, metdstasis,
después del tratamiento) de diferentes pacientes. Esto
se ha comprobado en el cdncer de cabeza y cuello (16),
en los melanomas (17) o en el cancer de mama (18).
Dicho compromiso clonal del patrén de expresion de
un tumor, intimamente relacionado con el paciente y
su origen de linaje celular, permite obtener marcado-
res moleculares individuales y, con el tiempo, serd muy
util en el desarrollo de terapias individualizadas.

Los patrones de expresion

en la busqueda de biomarcadores
de prondstico y de prediccién

de la respuesta al tratamiento

Una vez establecido que los patrones de expresién re-
confirman en gran medida los patrones histoldgicos diferen-
ciales en los tumores, es necesario demostrar que la ventaja
afiadida de reconocer esos patrones es poder subclasificar los
tumores en funcién de su comportamiento biolégico. Estos
subgrupos deberfan estar definidos mediante biomarcadores
moleculares sutiles y complejos que conlleven un impacto
significativo en la prediccién del pronéstico y de la respues-
ta al tratamiento. Dicha aproximacién se ha conseguido en
varios tipos de cdncer.

Leucemias mieloides agudas (13) y linfomas (19) son
tipos de cdncer especialmente informativos por su accesi-
bilidad, la abundancia de marcadores, el conocimiento ad-
quirido de las células normales originales y la existencia de
tratamientos muy efectivos. Por ejemplo, tambien se han
publicado andlisis de expresién, con arrays de Afymetrix,
de mds de 300 pacientes infantiles con leucemia linfoblds-
tica aguda (LLA) (20). Los resultados permiten clasificar di-
chas leucemias en subgrupos que relacionan patrones de ex-
presién diferentes con alteraciones citogenéticas y/o
histolégicas esenciales: LLA de células T, hiperdiploidia
con mds de 50 cromosomas, BCR-ABL, E2A-PBX,
TEL-AMLI, reordenamientos del gen MLL, y un grupo di-
ferenciado que carece de marcador citogenético especifico.
Dado que cada uno de estos subgrupos conlleva un pro-
néstico asociado, el estudio mediante microarrays propor-
cionard un gran ndimero de marcadores informativos sobre
la biologfa de ese pronéstico y facilitard enormemente la
monitorizacion del proceso terapéutico. En la siguiente dé-
cada se asistird a la validacién de todos estos marcadores.

Otro ejemplo significativo son los estudios realizados
en cdncer de pulmén y préstata, y el establecimiento de
grupos de pronéstico (21, 22). Al menos tres estudios han
ayudado a separar los adenocarcinomas de pulmén en tres
subgrupos que expresan de forma diferencial un conjunto
de genes. Dichos subgrupos tienen diferentes patrones de
supervivencia: los de peor pronéstico son aquellos adeno-
carcinomas que expresan de forma preferente genes de di-
ferenciacién neumocitica y tienen una alta expresién de
genes implicados en procesos de remodelacién tisular y ac-
tividad proliferativa. Se han publicado estudios de la misma
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naturaleza en cdncer de préstata (23). Un cuidadoso and-
lisis que integra datos de cuatro estudios diferentes con
microarrays ha identificado que las rutas de biosintesis de
las purinas y las poliaminas estin completamente desre-
guladas a nivel transcripcional.

Finalmente, otro de los usos mds prometedores de los
microarrays son los patrones de expresion como predictores
de la respuesta al tratamiento. Se han confirmado datos en
relacién con el tratamiento de linfomas, leucemias agudas
y cdncer de mama. El grupo de Alizadeh, en colaboracién
con el LymphomalLeukemia Molecular Profiling Project, ha es-
tudiado a 240 pacientes con linfoma B difuso de células
grandes mediante microarrays de expresion (24, 25). Ha con-
firmado la existencia de tres subgrupos y ha descrito cinco
patrones de expresién diferentes (firmas moleculares) con
pronésticos asociados diferenciales. Las firmas del centro ger-
minal, del MHC clase II y del nédulo linfético se asocian a
buen prondstico, mientras que las firmas de genes prolife-
rativos y “otros genes” se asocian a mal pronéstico. Como
todos los pacientes recibieron el mismo tratamiento, los re-
sultados de los perfiles de expresién también han podido
utilizarse para elaborar predictores de la respuesta al trata-
miento estdndar de este tipo de linfoma.

Los estudios realizados con muestras de cincer de mama
han sido efectuados con diferentes plataformas y sobre dife-
rentes poblaciones (26, 27). Sin embargo, los resultados son
muy concordantes. La primera conclusién es que el elemento
de mayor impacto en el perfil de expresién del cincer de
mama es el estatus de receptor de estrogenos (RE), que re-
fuerza el papel fundamental del eje RE en la génesis del cin-
cer de mama humano y en la determinacion de la respues-
ta a la manipulacién hormonal. Ademds, subdividen los
grupos prondsticos con mayor precision. Sotiriou ef a/. (28)

han llevado a cabo estudios de perfiles asociados a la res-
puesta al tratamiento y han podido determinar genes di-
rectamente relacionados con la respuesta farmacodindmica.

BARRERAS PARA LA IMPLANTACION:
INNOVACION CONSTANTE

EN ALCANCE Y RESOLUCION, |
AUSENCIA DE UNA VALIDACION
ADECUADA Y DIFICULTADES

EN EL ANALISIS DE DATOS
GENOMICOS

A pesar de toda la literatura y del conocimiento recogido
sobre el tema, lo cierto es que la Genémica y su aplicacién cli-
nica son conceptos que s6lo ahora comienzan a discurrir de
forma cotidiana. Hasta la fecha, los intentos de generar bio-
marcadores a partir de datos genémicos han sido fundamen-
talmente infructuosos. Algunos ejemplos excepcionales son
el biomarcador basado en la amplificacién del gen HER2/NEU
en el cancer de mama (revisada por Pritchard ez #/. [291) y las
plataformas de expresién MammaPrint®, Oncotype DX
(revisadas por Morris y Carey {151) y H/I® (30), que ya se han
empleado en ensayos clinicos en fase I1.

Respecto a la amplificacién del gen HER2/NEU, no
existen dudas (véase Tabla I) de su uso como biomarca-
dor diagnéstico, prondstico y predictivo, y estdn recogi-
das las recomendaciones internacionales para su empleo
en los laboratorios de diagnéstico (31).

En cuanto a los perfiles de expresidn, la situacion
estd menos definida. En la actualidad, se han aproba-
do para su uso clinico tres ensayos o test de prondsti-
co para cdncer de mama que se basan estrictamente en
perfiles de expresién génica (recogidos con sus carac-
teristicas resumidas en la Tabla IV).

Tabla IV. Resumen de las plataformas genémicas aceptadas clinicamente como biomarcadores para el estudio

del cdncer de mama

Nombre Comercializado ~ Material Numero Tecnologia Tipo de Empleado
biolégico de genes empleada biomarcador  para
MammaPrint®  Agendia BV ARN 70 Microarray Pronéstico Asignar a una paciente
(Amsterdam, y predictivo a un grupo de riesgo
Paises Bajos) (:?) y calcular
su posibilidad
de recurrencia
Oncotype DX®  Genomic Health Biopsia 21 RT-PCR Prondstico Cancer invasivo
(Redwood City, incluida y predictivo en estadio temprano,
California) en parafina positivo para receptor
de estrégenos
y negativo
para ganglios
H/1® AvariaDX ARN 2 RT-PCR Pronéstico Asignar a una paciente
(Carlsbad, a un grupo de riesgo
California)
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Recientemente, se han publicado un par de compa-
raciones entre las tres plataformas ya disponibles para en-
sayos de fase II (30, 32). Las conclusiones de ambos es-
tudios son semejantes: Oncotype DX® es una herramienta
s6lida para predecir la aparicién de metdstasis y la qui-
mioterapia es mds efectiva si se asigna segun el resulta-
do de este test (siempre teniendo en cuenta que es un gru-
po muy bien definido de pacientes). La evidencia de la
utilidad clinica del test MammaPrint® no es tan clara y
la capacidad para predecir el efecto de la quimioterapia
no estd demostrada. Finalmente, el test H/I® es el menos
desarrollado. En general, las conclusiones del estudio
comparativo reflejan que son necesarias mds observacio-
nes clinicas para asignar a estos biomarcadores su verda-
dero papel.

Existen en el mercado otros test genéticos de bio-
marcadores basados en la presencia de mutaciones de Gni-
co gen con poder diagnéstico, predictivo y prondstico,
generalmente relacionados con una terapia molecular di-
rigida a paliar los efectos de esas mutaciones en cada gen
afectado. Este tipo de marcadores y las terapias asociadas
se detallan y discuten en otros capitulos de este docu-
mento.

Esta situacién descompensada (miles de articulos fren-
te a menos de diez test genémicos disponibles como bio-
marcadores en la prictica clinica) tiene su origen en las
numerosas dificultades que aparecen en el desarrollo de
biomarcadores en cada una de las fases recogidas en la
Tabla III. A continuacién, se indican de forma resumida
las mds relevantes.

Fase 0. Desarrollo de la tecnologia
previa y de los reactivos

En esta fase las dificultades provienen de la propia na-
turaleza de la investigacién biotecnolégica. Cada dfa apa-
recen plataformas genémicas de mayor calidad y de ma-
yor resolucién. Esto implica que las herramientas asociadas
tanto para realizar el ensayo como para obtener resulta-
dos han de mejorarse constantemente y la transferencia
de la rutina del diagnéstico (con protocolos sencillos, nor-
malizados y casi automdticos) estd practicamente conde-
nada al fracaso.

Fase 1. Desarrollo del ensayo dirigido
a los biomarcadores seleccionados

En gran medida las dificultades provienen de la
complejidad del andlisis de datos. Estudios genémi-
cos masivos, como los realizados con microarrays de ex-
presién, ofrecen informacién rdpida y reproducible so-
bre el nivel de expresién de un nimero elevado de
genes (generalmente, varios miles) en la muestra es-
tudiada en un solo experimento. Dicha informacién
tiene varios niveles de complejidad. El nivel mds bajo
corresponde a datos simples sobre genes concretos.
Un array de expresién puede identificar el nivel de

expresién de un gen individual asociado a un deter-
minado fenotipo de forma similar a como ocurre en
experimentos mds tradicionales. Los niveles mds altos
de complejidad, sin embargo, permiten examinar la
figura completa del conjunto del transcriptoma, es de-
cir, todos los genes que se expresan de forma asociada
a ese fenotipo.

Los arrays de expresion han acelerado en varios 6r-
denes de magnitud el descubrimiento de marcadores
moleculares de posible utilidad en la Medicina Cli-
nica. Las investigaciones recientes procedentes de va-
rios laboratorios estdn revelando principios funda-
mentales que ayudan a clasificar una enfermedad de
acuerdo con su perfil de expresién especifico. Esos
principios son sorprendentemente reproducibles, a
menudo esclarecedores y algunas veces inesperados.
En cualquier caso, sélo estudios multicéntricos (con
una muestra de tamafio adecuado) y desarrollados
con un gran soporte bioinformdtico son capaces de
producir una seleccién de biomarcadores sélida. Este
es el paso en el que nos encontramos en la gran
mayoria de los tumores.

En este punto es esencial recordar que gran parte de
las dificultades para avanzar en este punto tienen su ori-
gen en la complejidad del andlisis de datos. Las herra-
mientas bioinformdticas de andlisis requieren un nivel
muy alto de experiencia previa, s6lo disponible en gran-
des grupos de investigacién. Es el cuello de botella de
todo el proceso.

Fase 2. Evaluacion de la prevalencia

Esta fase es muy dependiente de la fase anterior y, por
ahora, s6lo se ha desarrollado para los test mencionados
anteriormente (MammaPrint®, Oncotype DX® y H/I®).
Para el resto de los tumores no hay datos contrastables.

Fase 3. Confirmacién prospectiva
y validacién en una serie
independiente

Aqui la situacién estd todavia mds atrasada, ya que
no existe un acuerdo claro sobre la metodologia de vali-
dacién aplicable a cada tipo de plataforma.

En la Tabla V se recogen de forma esquemaitica las
dificultades detectadas en cada una de las fases de desa-
rrollo de biomarcadores. Dado que el proceso del
desarrollo de biomarcadores requiere la conclusién de
una fase para acceder a la siguiente, las dificultades des-
critas detienen de forma efectiva el proceso en los esta-
dios iniciales.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La comunidad cientifica y sanitaria espafiola ya
puede acceder a los andlisis de expresién mediante
microarrays de ADNc o de oligos. Los resultados, ademds,
fascinan a los investigadores, puesto que son bastante re-
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Tabla V. Resumen de las dificultades y sus consecuencias para desarrollar biomarcadores de origen genémico

Actividad Dificultades detectadas

Consecuencias

Desarrollo de la tecnologia previa
y de los reactivos

e Innovacion constante de la tecnologia

¢ Impide realizar ensayos de reproducibilidad

® Compromete el andlisis de sesgos tecnoldgicos

e Compromete la validacion en series
independientes

® Modifica el disefio experimental previo

Desarrollo del ensayo de biomarcadores
seleccionados
comunes y aceptados

* Competencia de tecnologias similares

e Ausencia de desarrollos bioinformaticos

* Andlisis de datos adaptados al experimento

e Ausencia de consenso sobre la metodologfa
estadistica y de andlisis

e Impide la validacién en series independientes

y la traslacién a la clinica

Evaluacion inicial de la prevalencia

y del uso clinico

e Financiaci6n insuficiente

o Series de muestras de niimero limitado

e Estimacion erronea de la incidencia real
e Estimacion errénea para atribuir el cardcter

predictivo o prondstico del marcador

Confirmacién prospectiva en una serie

independiente

e Financiacion insuficiente

e Series de muestras de niimero limitado

e Ausencia de validacién
¢ Dificultades para la aceptacién del biomarcador

por las agencias reguladoras

Desarrollo comercial

tecnologia, certificacion, etc.

producibles y aportan una gran cantidad de informacién
sobre la regulacién de la expresion génica en condiciones
normales y patoldgicas. Como consecuencia del éxito de
estas herramientas, se recogen en la literatura un gran
nimero de experimentos realizados con arrays de expre-
sién y que agrupan, relacionan o describen los perfiles de
expresion de cientos o miles de genes segtin dos tipos ge-
nerales de preguntas:
* ;Se pueden utilizar los perfiles de expresién para
clasificar mejor los diferentes tipos de cdncer?
* :Se puede conocer el efecto en el perfil de expresién
de estimulos extrinsecos (drogas, estrés, etc.) o in-
ternos (mutaciones, sobreexpresién de genes)?

La respuesta a ambas preguntas es afirmativa, aun-
que, en general, este tipo de andlisis han de ser valida-
dos con posterioridad mediante técnicas de PCR
cuantitativa. Se debe a que existen problemas de es-
tandarizacién y otras fuentes de variabilidad como:
1) naturaleza normalmente 14bil y diluida de las mues-
tras bioldgicas; 2) condiciones estocdsticas y subdpti-
mas de los procesos de marcaje y de interaccién mole-
cular con elementos microscépicos insuficientemente
redundantes; 3) sensibilidad indeterminada a factores
y procedimientos mal estandarizados y controlados
(temperatura y volimenes de las disoluciones, concen-
tracién de ozono atmosférico); 4) dependencia en ins-
trumentacién calibrada de forma variable (bafios ter-
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e Logistica del andlisis: implementaci6n,

® Precio elevado del diagndstico
e Falta de rigor en los controles
e Adaptaciones del andlisis no validadas

por la comunidad cientifica

mostatizados, escdneres); 5) diversidad de los procedi-
mientos de procesamiento de datos; 6) sistemas
inapropiados de andlisis de datos; y 7) escasez de re-
cursos bioinformdticos para el tratamiento y compren-
si6n de datos masivos. A todo esto se afiade la diversi-
dad existente de alternativas y de plataformas
tecnoldgicas, y la variabilidad del proceso de produc-
cién de plataformas “hechas en casa” por laboratorios
de apoyo a la investigacién de centros académicos.

Con todo ello, el mensaje es que la tecnologia de ori-
gen genémico estd produciendo herramientas de uso cli-
nico (biomarcadores) que van a contribuir de forma esen-
cial a mejorar los diagndsticos y la efectividad de los
tratamientos. De momento, estas aplicaciones estdn li-
mitadas al cincer de mama, aunque se adivinan procesos
en otros tipos tumorales. Las dificultades para implantar
de manera mds rdpida y generalizada este tipo de tecno-
logfa radica en gran medida en la complejidad del and-
lisis de datos, una actividad cientifica de dificil acceso
para la comunidad clinica y cientifica en general.

En resumen, esta tecnologia es revolucionaria y va a
tener un gran impacto en la Medicina. Sin embargo, nin-
guna tecnologia es suficiente para contribuir por s{ sola
al avance de las grandes cuestiones abiertas en la inves-
tigacién biosanitaria. Lo importante son las preguntas y
establecer validaciones adecuadas que permitan la tra-
duccién de todos estos hallazgos a la practica clinica de
rutina.
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